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RESUMEN
La síntesis de micotoxinas por hongos endófitos puede ejercer funciones ecológicas 
importantes no relacionadas directamente con la conocida relación planta-depredador 
(protección al herbivorismo). Una posible función es interferir en las relaciones entre el 
vegetal huésped del hongo y otros vegetales,  en lo que se entiende tradicionalmente como 
fenómenos de alelopatía. Este aspecto se ha estudiado poco y comúnmente los fenómenos 
alelopáticos se han relacionado con productos secundarios sintetizados y segregados por la 
propia planta (fitotoxinas). El principal objetivo de este trabajo es averiguar si Lolium
rigidum, una especie con reconocido potencial alelopático, establece relaciones de 
mutualismo con hongos endófitos productores de micotoxinas. Si tales relaciones existen, 
se plantearía la duda sobre el posible origen micótico de los compuestos orgánicos 
involucrados en el potencial alelopático de esta gramínea. Estudiamos la presencia de 
hongos endófitos en cinco poblaciones naturales navarras de L. rigidum y en la variedad 
comercial Wimmera. Se comprobó la existencia de infección fúngica en las cinco 
poblaciones naturales pero no se constató infección en las semillas de la variedad 
comercial. Se discuten las implicaciones de estos resultados.  
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SUMMARY
Mutualistic relationships between fungal endophytes and forage grasses are 
relatively common in nature. Mycotoxins produced by endophytic fungi have deterrent 
effects against grazers and protect infected plants from defoliation. In the last years new 
ecological functions, such as better plant resistance to stresses, have been attributed  to 
mycotoxins. However, one of the least studied functions is the potential contribution of 
mycotoxins to allelopathy, that is, the mechanism of chemical interference among plants. 
The aim of this research was to determine whether the allelopathic grass Lolium rigidum
was able to establish mutualistic relationships with endophytic fungi. If doing so, we should 
consider a potential fungal origin of the allelochemicals involved. We studied five wild 
populations of L. rigidum and the commercial cultivar Wimmera. Wild populations were all 
infected by fungal endophytes while commercial seeds displayed no infection. Results are 
discussed with regard to previous allelopathic research.
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INTRODUCCIÓN
La simbiosis defensiva, o asociación simbiótica entre un hongo endófito y una planta 
superior con fines defensivos (Briske, 1998) es un mecanismo frecuente en muchas 
gramíneas pratenses. Especies muy habituales en pastos como Festuca arundinacea,
Festuca rubra y Lolium perenne, están a menudo infectadas por  hongos del género 
Epichloe y sus parientes asexuales del género Neotyphodium (Oliveira et al., 1996, 
Zabalgogeazcoa et al.,1999, 2003).  Las plantas hospedadoras no presentan ningún síntoma 
externo durante su desarrollo a pesar de que las hifas del hongo están colonizando el 
espacio intercelular de sus órganos en crecimiento. El hongo se beneficia del vegetal al 
encontrar en su interior un nicho, una fuente de nutrientes y un futuro medio de dispersión. 
A su vez, las micotoxinas producidas por el hongo, generalmente alcaloides, ejercen un 
efecto disuasorio para los herbívoros y protegen al vegetal del herbivorismo.
Investigaciones recientes indican que la producción de micotoxinas por hongos 
endófitos puede ejercer otras funciones ecológicas importantes no relacionadas 
directamente con la protección al herbivorismo. Las plantas infectadas por hongos 
endófitos son más resistentes a estreses abióticos tales como la sequía, las altas 
concentraciones de metales y las limitaciones nutricionales de los suelos (Malinowski y 
Belesky, 2000). También la presencia de micotoxinas puede afectar la fauna microbiana y 
dificultar la descomposición de los restos vegetales (Franzluebbers et al., 1999). Por ello, 
parece factible pensar que la producción de micotoxinas puede tener también un efecto 
sobre otras especies vegetales, mediante lo que se denominan procesos de interferencia 
química o alelopatía. Este aspecto sin embargo se ha estudiado poco (Singh et al., 2003) y 
la alelopatía se han relacionado habitualmente con productos secundarios sintetizados y 
segregados por la propia planta (fitotoxinas).
En los últimos años, nuestras investigaciones se han centrado en determinar el 
potencial alelopático de Lolium rigidum, una gramínea anual de gran interés para el 
establecimiento de alternativas forrajeras sostenibles (Delgado, 2000). Ensayos realizados 
en placa Petri y en maceta han demostrado los efectos alelopáticos que esta especie es 
capaz de ejercer sobre otras especies (San Emeterio et al., 2004) e, incluso, sobre 
individuos de su misma especie (Canals et al., 2005), sin embargo desconocemos el origen 
de los aleloquímicos implicados en este proceso.  El principal objetivo de este trabajo es 
averiguar si L. rigidum establece relaciones de mutualismo con hongos endófitos. Si tales 
relaciones de mutualismo existen, se plantearía la duda sobre el posible origen micótico de 
los compuestos orgánicos involucrados en la alelopatía. Conocer el origen, micótico o 
vegetal, de los aleloquímicos puede tener implicaciones prácticas importantes que 
afectarían desde el mismo proceso de obtención de semilla comercial hasta las prácticas 
agronómicas de su cultivo en campo. 
MATERIAL Y MÉTODOS 
Para el estudio se utilizó material vegetal procedente de cinco poblaciones naturales 
de L. rigidum y material vegetal proveniente de la variedad Wimmera (el cultivar de uso 
más extendido). Se estudió la presencia de hongos endófitos en semillas y, en el caso de las 
poblaciones naturales, también en plantas adultas asintomáticas. En la primera quincena de 
Junio de 2004, se recolectaron en campo muestras de plantas enteras de cinco poblaciones 
naturales de L. rigidum de la zona media y meridional de Navarra (Tabla 1). Las plantas se 
prensaron y se secaron para su posterior análisis. El material vegetal de la variedad 
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comercial, considerado como una sexta población y recolectado en la campaña anterior, fue 
cedido por la empresa de semillas Nickerson Sur.
Para determinar la presencia del hongo en las semillas se utilizó el método descrito 
por Bacon y White (1994), basado en la tinción de las muestras con azul de anilina. Se 
realizaron dos repeticiones del ensayo. El primer ensayo se realizó en el Instituto de 
Recursos Naturales y Agrobiología del CSIC de Salamanca y se analizaron 24 semillas por 
población. El segundo ensayo se llevó a cabo en el Departamento de Producción Agraria de 
la UPNA y se analizaron 16 semillas por población. Se estudiaron de este modo un total de 
240 semillas, 200 provenientes de las poblaciones naturales y 40 de la variedad comercial 
Wimmera. Las semillas vestidas se mantuvieron durante 10 horas en una solución de 
hidróxido sódico al 5 %. A continuación se eliminaron las glumillas y se aplastaron las 
semillas desnudas en grupos de 5 sobre un portaobjetos. Se tiñeron con azul de anilina y, 
tras esperar 15 minutos y eliminar el exceso de tinción, se observó al microscopio si existía 
micelio intercelular en su capa de aleurona. 
En aquellas poblaciones en las que se observó infección se estimó el índice de 
transmisión del hongo (número de semillas infectadas en un mismo individuo). Se escogió 
al azar un individuo infectado de cada población y se analizó una submuestra de 10 semillas 
pertenecientes a una misma espiga, siguiendo la misma metodología laboratorial descrita en 
el párrafo anterior. En total se estudiaron 50 semillas. 
En las poblaciones naturales se estudió también la posible presencia del hongo en 
tejidos adultos. Según Latch et al. (1988), los nudos caulinares son un punto crítico en la 
infección, por ello se llevó a cabo un análisis microscópico de raspaduras de médulas de 
tallos en áreas próximas a los nudos. Se escogieron dos individuos de cada población al 
azar. Se realizó en cada uno de ellos un corte caulinar longitudinal desde la base del tallo 
hasta la base de la espiga. Se tiñeron los cortes con azul de anilina y, tras esperar unos 
segundos, se raspó la médula de tres zonas (parte basal, media y alta), intentando no 
arrancar tejido conductor. La muestra obtenida se colocó sobre un portaobjetos, 
añadiéndose nuevas gotas de azul de anilina para mejorar la tinción. Tras 5 minutos de 
espera se procedió a secar el exceso de azul de anilina con papel y se añadió ácido láctico 
como agente espesante. La preparación se extendió y se cubrió con un cubreobjetos para su 
observación al microscopio. 
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Finalmente, aún sin tratarse de un objetivo prioritario, se trató de identificar la 
especie de hongo endófito causante de la infección mediante la preparación de cultivos 
puros (Bacon y White, 1994). Se realizaron preparaciones de semillas y de fragmentos de 
tallo de las cinco poblaciones naturales. Las semillas se desinfectaron con etanol durante un 
minuto, se sumergieron en una solución de hipoclorito sódico al 50% y el tensoactivo 
Tween 20 a 1µl/ml durante 15 minutos y  se enjuagaron con agua estéril  (agua destilada 
hervida durante 20 minutos). Se prepararon 20 placas Petri con PDA (Potato Dextrose 
Agar) y 200 µg/ml del antibiótico cloranfenicol y en condiciones de esterilidad, se 
colocaron unas 15 semillas por placa.  Los fragmentos de tallo sufrieron un proceso similar: 
se desinfectaron con etanol durante 20 segundos, se secaron con papel de filtro  
y se obtuvieron pequeños fragmentos de unos 10 mm. Los fragmentos se sumergieron en 
una solución de hipoclorito sódico al 20 % durante 15 minutos para su esterilización,  
se aclararon con agua estéril y se colocaron sobre 20 placas Petri (unos 15 fragmentos  
por placa) con un medio de PDA y cloranfenicol. Las preparaciones se guardaron  
en condiciones de oscuridad y se realizó un seguimiento de las mismas a lo largo de  
cinco meses. 
RESULTADOS
La observación al microscopio de las semillas de la variedad comercial Wimmera no 
desveló la presencia de infección fúngica en ningún caso. Por el contrario, sí se observó la 
presencia de hifas en la capa de aleurona de las semillas y en el tejido de la médula caulinar 
de las cinco poblaciones naturales de L. rigidum. En las semillas de las poblaciones 
naturales la frecuencia de infección osciló entre un 35 y un 67 %, con un valor medio de  
49 % (Figura 1). En los tallos, al menos una repetición de cada población natural presentó 
infección por hongos endófitos (Tabla 2). Se comprobó también la elevada eficiencia de 
transmisión del hongo a la semilla (Tabla 3) ya que todas o la gran mayoría de semillas 
pertenecientes a una misma espiga de un individuo infectado presentaron infección. En la 
mayoría de los casos, la presencia de hifas fue detectable utilizando una óptica de 100 ó 250 
aumentos aunque en algunas muestras se precisó un examen minucioso con mayor aumento 
debido a la escasez de hifas o a su difícil visibilidad en las preparaciones.
Los cultivos puros de hongos endófitos no prosperaron, probablemente por causas 
relacionadas con el medio de cultivo utilizado, que podría no ser el adecuado. La 
identificación del hongo no pudo por tanto llevarse a cabo aunque las características 
morfológicas de las hifas visualizadas en algunas muestras parecen sugerir que se trata del 
género Neotyphodium (Zabalgogogeazcoa, com. pers.)  No obstante, la existencia de 
diferencias morfológicas entre las hifas visualizadas apunta a podría haber más de una 
especie de hongo asociada a L. rigidum.
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DISCUSIÓN
En los estudios de alelopatía llevados a cabo en los últimos años hemos trabajado 
exclusivamente con material vegetal perteneciente a la variedad comercial Wimmera (San 
Emeterio et al., 2004, Canals et al., 2005). En este trabajo hemos comprobado que las 
semillas de la variedad Wimmera se encuentran totalmente libres de infección. Ello nos 
permite descartar una posible síntesis fúngica de los aleloquímicos relacionados con la 
alelopatía estudiada y concluir su naturaleza vegetal (fitotoxinas). 
Las semillas de variedades comerciales pueden pasar importantes periodos de 
tiempo almacenadas antes de su comercialización. La viabilidad de los hongos endófitos en 
la semilla disminuye con el tiempo y lo hace de modo más rápido si el almacenamiento se 
produce a temperaturas relativamente altas (Williams et al., 1984). La semilla comercial de 
L. rigidum se recoge habitualmente a finales de primavera, transcurre el verano almacenada 
y se siembra al inicio de la estación otoñal. Es por ello más que probable que las 
condiciones ambientales acontecidas durante el almacenamiento estival ocasionen la 
pérdida de la viabilidad de los hongos endófitos, en el caso de que éstos se encuentren  
presentes en la semilla en el momento de la recolección. 
CONCLUSIONES
Cabe concluir que, dado el elevado porcentaje de individuos pertenecientes a 
poblaciones naturales que aparecen infectados por hongos endófitos y a su elevada 
eficiencia de transmisión, la relación de mutualismo entre el hongo y el vegetal es un 
fenómeno habitual en las poblaciones naturales de L. rigidum, tal como ocurre en otras 
gramíneas pratenses (Zabalgogeazcoa et al., 2003)  Quedaría por estudiar si estas 
poblaciones naturales de L. rigidum ejercen también efectos alelopáticos y, si así fuera, 
determinar si las micotoxinas sintetizadas por sus hongos endófitos desempeñan algún 
papel en este fenómeno. 
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